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Beschreibung 

Trennung von Stoffgemischen unter Einsatz von Polysacchariden 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Trennung von Stoffgemischen, insbesondere 
Enantiomeren, unter Einsatz von spharischen Mikropartikeln aus chemisch und 
physikalisch unmodifizierten, wasserunlSslichen, linearen Polysacchariden als 
Trennmaterial. 

Die Chrorrsategraphie 1st eine effektive Methode zur vollstandigen Trennung von 
Komponenten einer Mischung , insbesondere zur Auftrennung von Mischungen ahn- 
licher Verbindungen, z.B. von Stereoisomeren. Aufgrund des steigenden Interesses 
an reinen Enantiomeren fur pharmazeutisch und biochemisch wirksame Substanzen 
und Pflanzenschutzmittel ist die chromatographische Trennung enantiomerer Ver- 
bindungen von besonderem Interesse. Fur die Aufreinigung dieser Verbindungen 
werden standig verbesserte Verfahren entwickelt und bessere Trennmaterialien 
gesucht, insbesondere auf der Basis der Polysaccharide Cellulose und Starke, zwei 
leicht zuganglichen und kostengQnstigen Polymeren mit chiralen Atomen. 

So schildert der Artikel Chromatographie 65, LaborPraxis, 730-738 (1990) die Ver- 
wendung von mikrokristalliner Tribenzoylcellulose mit KomgrOBen von 10 bis 20 pm 
im Vergleich zu Triacetylcellulose als Sorbens far die Enantiomerentrennung in der 
Chromatographie. Beide Substanzen kOnnen fur analytische und preparative Tren- 
nungen verwendet werden. Sie sind durch Derivatisierung von Cellulose zuganglich. 
Unmodifizierte Polymere kommen nicht zum Einsatz. Die EinfOhrung kleinerer Korn- 
grOBen bis zu 5 pm, urn Totvolumina und eine im Verlauf des Betriebs auftretende 
Verdichtung der SSule zu vermeiden, wird als wOnschenswert beschrieben. 

WO 95/05879 behandelt ebenfalls die Trennung von Enantiomeren durch 
FlOssigkeitschromatographie. Besondere Aufmerksamkeit wird hier der mobilen 
Phase zurVerbesserung der Trennleistung gewidmet. Als stationare Phase werden 
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Carbamat-Derivate von Cellulose und Amylose und Ester-Derivate von Cellulose 
verwendet. 

DE-A-43 17 139 beschreibt ein spezielles Verfahren zur Enantiomerentrennung von 
Inhalationsanasthetika mittels praparativer Gaschromatographie. Als stationare 
Phase werden mit Estergruppierungen derivatisierte Cyclodextrine in Polysiloxan- 
losung auf porosem Tragermaterial (Chromosorb) verwendet. Um geeignetes Trenn- 
material zu erhalten, mussen die Cyclodextrine chemisch modifiziert, in Polysiloxan 
gelost und auf einem geeigneten Tragermaterial fixiert werden. 

In US 5,403,898 werden Cyclodextrinderivate enthaltende polymere Siloxane als 
chirale stationare Phase in der analytischen und praparativen Gaschromatographie 
(GC), Chromatoraphie (LC) eingesetzt. Diese Peralkyl-Cyclodextrine werden 
chemisch an die Polysiloxane gebunden. Das verwendete Material wird also durch 
chemische Modifizierung der Cyclodextrine und anschlieBende chemische Fixierung 
an Polysiloxane erhalten. 

In US 5,302,633 wird, um eine UnkJslichkeit der chiralen stationaren Phase zu 
erreichen, ein Vinylderivat eines Polysaccarids (z.B. Cellulose) auf der Oberflache 
eines porosen Tragers (z.B. Kieselgel) erst adsorbiert, dann polymerisiert. Eine 
zweite Variante ist die Copolymerisation eines Vinylgruppen enthaltenden porosen 
Tragers (z.B. modifiziertes Kieselgel) mit einem Vinylderivat eines Polysaccharids. 
Auch hier sind chemische Modifizierungen notwendig, um geeignetes Trennmaterial 
zu erhalten. 

EP-B-0 157 365 beschreibt stationare Phasen zur Enantiomeren- und Isomeren- 
trennung und fur die Gelpermeationschromatographie auf der Basis von Poly- 
saccharid-Carbamat-Derivaten. Als Polysaccharide sind Cellulose, Amylose, 
Chitosan, Xylan, Dextran und Inulin geeignet. Hierbei kann das hergestellte Pulver 
mit einem Partikeldurchmesser von 1 pm bis 300 pm direkt oder nach physikalischer 
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oder chemischer Fixierung auf einem porosen TrSger eingesetzt werden. Es ist also 
eine chemische Modifizierung notwendig, urn geeignetes Trennmaterial zu erhalten. 

In DE-C 26 55 292 und DE-C 25 55 361 werden porose Gele aus Dextranderivaten 
als Trennungsmedien in elektrophoretischen Trennungsmaterialien eingesetzt. Um 
eine Unlflslichkeit zu erzielen, mussen vinylgruppenhaltige Dextranderivate durch 
radikalische Polymerisation vernetzt werden. 

Es sind also bereits zahlreiche Polysaccharide bekannt, die in chromatographischen 
Trennverfahren eingesetzt werden. Diese mussen iedoch immer, um eine gute 
Trennleistung, KorngrOBenverteilung, Losungsmittelstabilitat und -resistenzzu 
erzielen, chemisch und/oder physikalisch modifiziert werden. Dies ist immer mit 
einer Erhohung der Kosten verbunden. 

Unter chemischen und/oder physikalischen Modifizierungen sind insbesondere 
Derivatisierungen durch die Einfuhrung spezieller Gruppen, kovalente Fixierungen 
auf einem Tragermaterial sowie nachtragliche chemische und/oder physikalische 
Vernetzungen zu verstehen. 

Aufgabe der Erfindung ist daher eine Vereinfachung und Verbilligung des Chro- 
matographieverfahrens durch Umgehung von chemischen und physikalischen Modi- 
fizierungen des eingesetzten Trennmaterials. 

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren zur chromatographischen Trennung von 
Stoffgemischen unter Einsatz von spharischen Mikropartikeln aus chemisch und 
physikalisch unmodifizierten, wasserunldslichen, linearen Polysacchariden 
(nachstehend erfindungsgemaSes Trennmaterial genannt) als Trennmaterial gelOst. 

Unter spharischen Mikropartikeln sind Mikropartikel, die annahernd Kugelform 
besitzen, zu verstehen. Bei Beschreibung einer Kugel durch von einem gemein- 
samen Ursprung ausgehende, in den Raum gerichtete Achsen gleicher Lange, die 
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den Radius der Kugel in alien Raumrichtungen definieren, ist fur die spharischen 
Mikropartikel eine Abweichung der Achsenlangen von 1% bis 40% moglich. 
Bevorzugt werden spharische Mikropartikel mit Abweichungen bis 25 %, besonders 
bevorzugt bis 15 % erhalten. Die Oberflache der spharischen Mikropartikel kann 
makroskopisch mit der einer Himbeere verglichen werden, wobei die Tiefe der 
n Eindellungen" oder „Einschnftte" maximal 20 % des mittleren Durchmessers der 
spharischen Mikropartikel betragen soli. Die Figuren 1 bis 4 zeigen 
Rasterelektronenmikroskopaufnahmen (REM) (Camscan S-4) der verwendeten 
spharischen Mikropartikel. 

Durch die Umgehung von chemischen und physikalischen Modifizierungen der 
linearen Polysaccharide kcJnnen zusatzlich kostenintensive Verfahrensschritte 
vermieden und dadurch die Wirtschaftlichkeit des Chromatographieverfahrens 
erhdht werden. Ein weiterer Vorteil ist die sehr gute Reproduzierbarkeit des 
Chromatographie-Prozesses. 

Unter physikalischen Modifikationen sind nicht die ublichen Aufarbeitungsschritte 
wie Riihren, Zentrifugieren, Aufschlammen usw. zu verstehen. 

Lineare Polysaccharide gemafS der vorliegenden Erfindung konnen Polyglucane 
oder andere lineare Polysaccharide wie Pullulane, Pektine, Mannane oder 
Polyfructane sein. Besonders bevorzugt ist jedoch Poly-(1,4-a-D-glucan). 

Das erfindungsgemaBe Trennmaterial kann zur chromatographischen Trennung von 
Substanzgemischen, besonders bevorzugt Stereoisomeren, ganz besonders 
bevorzugt Enantiomeren eingesetzt werden. Daher ist besonders der Einsatz des 
erfindungsgemafien Trennmaterials in der praparativen und analytischen 
Chromatographie wie Gaschromatographie, praparativer und analytischer 
DOnnschichtehromatographie und besonders High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC), von Interesse. Weiterhin ist die Verwendung des 
erfindungsgemaBe Trennmaterials in der Gel-Permeations-Chromatographie (GPC) 
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bei der Auflrennung von Polymeren verschiedener Molekulargewichte von Interesse. 
Eine Anwendung, die ebenfalls in den Bereich der Erfindung failt, ist die Abtrennung 
von Substanzen aus Lflsungen, Emulsionen oder Suspensionen durch spezifische 
oder unspezifische Wechselwirkungen mit niedermolekularen oder polymeren 
Verbindungen. Aber auch ionische Verbindungen, insbesondere Metallkationen, 
sind von Interesse fOr die Anwendung. Spezielle Effekte sind insbesondere aufgrund 
der strukturellen Ahnlichkeit zu Polysacchariden bei der Abtrennung von 
Monosaccharide^ Disacchariden und Oligosacchariden erzielbar. 

Auch aus Grur.den der Biokompatibilitat des erfindungsgemafien Trennmaterials ist 
ebenfalls ein Gegenstand der Erfindung die Behandlung von Wasser, insbesondere 
Abwasser, die Analyse von biologischem Material, insbesondere Blut und Seren, 
oder beispielsweise die Auftrennung bzw. Abtrennung von Erbgutmaterial 
(Nukleinsauren) oder anderen biogenen Verbindungen (z.B. Oligonucleotide, 
Peptide, Proteine). 

Unter Chromatographic versteht man im Sinne der Erfindung physikalische 
Trennverfahren, bei denen die Stofftrennung durch Verteilung und / oder Adsorption 
zwischen einer stationaren und einer mobilen Phase erfolgt. Im Rahmen dieser 
Erfindung wird das erfindungsgema&e Trennmaterial, vorzugsweise Poly(1,4-alpha- 
D-Glucan), als stationare Phase verwendet und mit einer flussigen und/oder 
gasfflrmigen mobilen Phase kombiniert. Als besondere AusfOhrungsformen sind 
daherzu sehen: HPLC, GPC, GC, DC und weitere oder etwaige Spezifikationen 
chromatographischer Verfahren oder chromatogrphieShnlicher Verfahren. Prinzipiell 
ist jedes chromatographisches Verfahren der Erfindung zuganglich. 

Unter HPLC (High Performance (oder) High Pressure Liquid Chromatography) ist die 
Hochleistungs- (oder) Hochdruckflussigkeitschromatographie zu verstehen. Man 
arbeitet bei der HPLC mit sehr feinem Material (3-10 pm), da die Trennleistung einer 
Saule mit abnehmender Korngrd&e der stationaren Phase zunimmt Die Feinteilig- 
keit der Trennmaterialien erfordert hohe Drucke (bis zu 400 bar). 



12/13/2002, EAST version: 1.03.0007 



WO 99/38594 



6 



PCT/EP99/00473 



Bei der Gel-Permeations-Chromatographie (GPC), auch 

Ausschlufichromatographie, die auch als HPLC betrieben werden kann, besteht die 
stationare Phase aus Perlen mit einem heteroporosen gequollenen Netzwerk, 
dessen Porengrofienverteilung Qber mehrere Grofienordnungen variiert, so daB die 
Fraktionierung nach MolekulargrOSe erfolgt, was die rasche Bestimmung der 
molekularen GrQSenverteilung von Polymeren gestattet. 

Die Gaschromatographie (GC) dient zur Trennung von Stoffgemischen, die gas- 
forrnig voriiegen oder sich unzersetzt verdampfen lassen, wobei als mobile Phase 
ein Gas dient. Die gaschromatographische Analyse beginnt mit dem Aufbringen 
eines Gases, einer verdampfbaren FIQssigkeit oder eines verdampfbaren Fest- 
stoffes auf die thermostatisierte TrennsSule. Mit Hilfe des Tragergases (He, N 2 oder 
H 2 ) werden die Substanzen durch die Saule transportiert, wo die chromato- 
graphische Trennung stattfindet. 

Bei der Dunnschichtchromatographie (DC) handelt es sich urn ein 
chromatographisches Verfahren mit einem mehrstufigen VerteilungsprozeS, wobei 
die stationare Phase (das Trennmaterial wird hier Sorptionsmittel genannt) als 
dunne Schicht auf einem geeigneten Trager beispielsweise Glas, Polyester od. 
Aluminium befindet. An dieser Schicht erfolgt die Trennung durch Elution mit dem 
Laufmittel (mobile Phase). 

Ein Gegenstand der Erfindung ist daher das erfindungsgemafie Trennmaterial als 
solches enthaltend spharischen Mikropartikeln aus chemisch und physikalisch 
unmodifizierten, wasserunloslichen, linearen Polysacchariden und ggf. weitere Hilf-, 
Zusatz und Tr^gerstoffe. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist der Einsatz des erfindungsgemaBen 
Trennmaterials und ggf. weitere Hilf-, Zusatzstoffe zur Abtrennung oder RQckhaltung 
von Stoffen im Sinne eines Filtermittels oder Adsorbens (Vgl. Beispiel 12). 
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Lineare Polysaccharide sind Polysaccharide, die aus Monosaccharides Disac- 
chariden oder anderen monomeren Bausteinen derail aufgebaut sind, dad die 
Monosaccharide, Disaccharide oder anderen monomeren Bausteinen stets in der 
gleichen Art miteinander verknupft sind. Jede derart definierte Grundeinheit oder 
Baustein hat genau zwei Verknupfungen, jeweils eine zu einem anderen Monomer. 
Davon sind die beiden Grundeinheiten ausgenommen, die den Anfang und das 
Ende des.Polysaccharids bilden. Diese Grundeinheiten haben nur eine Verknupfung 
zu einem weiteren Monomer. Bei drei VerknQpfungen (kovalente Bindungen) spricht 
man von einer Verzweigung. Verzweigungen treten nicht oder nur in 
untergeordnetem Mali auf, so dad sie bei sehr kleinen Verzweigungsanteilen den 
herkommlichen analytischen Methoden nicht zuganglich sind. 

Beispiele fur bevorzugte wasserunlosliche lineare Polysaccharide sind lineare Poly- 
D-glucane, wobei die Art der Verknupfung unwesentlich ist, solange Linearitat im 
Sinne der Erfindung vorliegt. Beispiele sind Poly(1,4-alpha-D-Glucan) und Poly(1,3- 
beta-D-Glucan), wobei Poly(1,4-alpha-D-Glucan) besonders bevorzugt ist. 

Besitzt die Grundeinheit drei oder mehr Verknupfungen, wird von Verzweigung 
gesprochen. Dabei ergibt sich aus der Anzahl der Hydroxylgruppen pro 100 
Grundeinheit, die nicht am Aufbau des linearen Polymerruckgrats beteiligt sind und 
die Verzweigungen ausbilden, der sogenannte Verzweigungsgrad. 

ErfindungsgemSB weisen die linearen wasserunlQslichen Polysaccharide einen 
Verzweigungsgrad von weniger als 8 % auf, d.h. sie haben weniger als 8 
Verzweigungen auf 100 Grundeinheiten. Vorzugsweise ist der Verzweigungsgrad 
kleiner4 % und insbesondere maximal 1,5 %. 

Ist das wasserunkisliche lineare Polysaccharid ein Polyglucan, z.B. Poly-(1,4-alpha- 
D-GIucan), ist der Verzweigungsgrad in 6-Position kleiner 4 %, vorzugsweise 
maximal 2 % und insbesondere maximal 0,5 % und der Verzweigungsgrad in den 
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anderen nicht an der linearen VerknQpfung beteiligten Positioned z.B. der 2- bzw. 3- 
Position im Fall des bevorzugten Poly-(1 f 4-alpha-D-Glucans), ist vorzugsweise 
jeweils maximal 2 % und insbesondere maximal 1 %. 

Besonders bevorzugt sind Polysaccharide, insbesondere Poly-alpha-D-Glucane, die 
keine Verzweigungen aufweisen, bzw. deren Verzweigungsgrad so minimal ist, daft 
er mit herkommlichen Methoden nicht mehr nachweisbar ist, 

ErfindungsgemaS beziehen die Prafixe "alpha", "beta" oder "D" allein auf die 
Verknupfungen, die das Polymerruckgrat ausbilden und nicht auf die 
Verzweigungen. 

Unter naturidentischen Polysacchariden sind dabei Polymere zu verstehen, die 
entweder so in der Natur nicht auftreten oder aber nur in einer Mischung mit 
anderen Verbindungen, die auch andere Polymere sein konnen. Die Herstellung 
solcher naturidentischen Polymere ist durch Verfahren mSglich, die unter den im 
breitesten Sinn zu definierenden Begriff der bio- und gentechnologischen Verfahren 
fallen. Darunter sind einerseits biotechnische Verfahren oder Prozesse zu ver- 
stehen, wie sei weiter unten definiert werden, aber auch solche, die durch die 
Verwendung und Modifikation von zum Beispiel Bakterien, Pilzen oder Algen zu 
entsprechenden Verbindungen fQhren. Andererseits fallen unter den Begriff aber 
auch zum Beispiel Polysaccharide, die dadurch zu gewinnen sind, daB bio- oder 
gentechnische Verfahren auf hohere Pflanzen angewendet werden, so daS eine 
Separation aus der Pflanze erfolgen kann. Zu solchen Pflanzen gehoren insbeson- 
dere die Kartpffel, Mais, Getreidearten, Maniok, Reis und Erbsen. Aber auch andere 
Pflanzen, die Polysaccharide produzieren sind unter derri erfindungsgemaBen 
Aspekt in diese Kategorie einzuordnen. 

Im Rahmen der Erfindung werden bevorzugt lineare, wasserunlosliche Polysaccha- 
ride verwendet, welche in einem biotechnischen, insbesondere einem biokataly- 
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tischen auch biotransformatorischen Oder einem fermentativen Prozefi hergestellt 
werden. Unter biotechnische Prozesse fallen samtliche biokatalytischen, 
(= biotransformatorischen Verfahren, also Verfahren, die nur mit Enzymen Oder in 
der Kombination mit Organismen, die intra- oder extrazelluiar Proteine bilden, die 
diese Aufgabe iibemehmen, durchgefuhrt werden konnen) oder fermentative 
Verfahren, die mit in der Natur vorkommenden oder rekombinanten Organismen 
durchgefuhrt werden konnen. 

Lineare Polysaccharide hergestellt durch Biokatalyse (auch: Biotransformation) im 
Rafrmen dieser Erfindung hedeutet, daft das lineare Polysaccharid durch kataly- 
tische Reaktion von monomeren Grundbausteinen wie oligomeren Saccharides z.B. 
von Mono- und/oder Disacchariden, hergestellt wird, indem ein sogenannter Bio- 
katalysator, ublicherweise ein Enzym, unter geejgneten Bedingungen zum Einsatz 
fur die Umsetzung genutzt wird. 

Lineare Polysaccharide aus Fermentationen sind im Sprachgebrauch der Erfindung 
lineare Polysaccharide, die durch fermentative Prozesse unter der Verwendung in 
der Natur vorkommender Organismen, wie zum Beispiel Pilze, Algen oder Bakterien 
oder unter der Verwendung von in der Natur nicht vorkommenden Organismen, aber 
unter Zuhilfenahme von gentechnischen Methoden allgemeiner Definition modifi- 
zierten naturlichen Organismen, wie zum Beispiel Pilze, Algen oder Bakterien 
gewonnen werden konnen. 

Daruber hinaus konnen lineare Polysaccharide zum Erzielen der in der vorliegen- 
den Erfindung beschriebenen Effekte auch dadurch erhalten werden, da£ nicht- 
lineare Polysaccharide, die Verzweigungen enthalten, derart mit einem oder mehr- 
eren Enzymen behandelt werden, daS die Verzweigungen vom Ruckgrat des Poly- 
saccharids abgespalten werden, so daS nach ihrer Abtrennung lineare Polysac- 
charide vorliegen. Bei diesen Enzymen handelt es sich beispielsweise urn Amy- 
lases iso-Amylasen, Pullulanasen oder auch Gluconohydrolasen. 
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Unter dem Begriff "wasserunldsliche Polysaccharide" werden fur die vorliegende 
Erfindung Verbindungen verstanden, die nach der Definition des Deutschen 
Arzneimittelbuches (DAB = Deutsches Arzneimittelbuch, Wissenschaftliche 
Verlagsgesellschaft mbH, Stuttgart, Govi-Verlag, Frankfurt, Auflage, 1987) 
entsprechend den Klassen 4 bis 7 unter die Kategorien "wenig Idsliche", "schwer 
losliche", "sehr schwer I6sliche" bzw. "praktisch unlosliche" Verbindungen fallen. 

Im Fall der erfindungsgemaB verwendeten Polysaccharide bedeutet dies, dad 
mindestens 98 % der eingesetzten Menge, insbesondere mindestens 99,5 %, unter 
NorrnalbediRgungen (T = 25 °C +/- 20 % : p= 101325 Pascal +/- 20 %) in Wasser 
unloslich ist (entsprechend den Klassen 4 bzw. 5). 

FQr die vorliegende Erfindung sind schwer losliche bis praktisch unlosliche 
Verbindungen, insbesondere sehr schwer IGsliche bis praktisch unlosliche 
Verbindungen, bevorzugt. 

"Sehr schwer Idslich" entsprechend Klasse 6 kann durch folgende 
Versuchsbeschreibung veranschaulicht werden: 
Ein Gramm des zu untersuchenden Polyglucans/saccharids werden in 1 I 
entionisierten Wasser auf 130° C unter einem Druck von 1 bar erhitzt. Die 
entstehende Losung bleibt nur kurzzeitig uber wenige Minuten stabil. Beim Erkalten 
unter Normalbedingungen failt die Substanz wieder aus. Nach AbkQhlung auf 
Raumtemperatur und Abtrennung mittels Zentrifugation konnen unter 
Berucksichtigung der experimentellen Veiluste mindestens 66 % der eingesetzten 
Menge zuruckgewonnen werden. 

Herstellung einheitlicher spharischer Mikropartikel 

Das bevorzugt zum Einsatz gelangende Poly-(1,4-a-D-glucan) kann auf verschie- 
dene Weisen hergestellt werden. Eine sehr vorteilhafte Methode wird in der WO 
95/31553 beschrieben. Auf die Offenbarung der Schrift wird sich hier ausdrOcklich 
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bezogen. Darin wird das Poly-(1,4-a-D-glucan) mittels eines biokatalytischen (bio- 
transformatorischen) Prozesses mit Hilfe von Amylosucrase hergestellt Weiterhin 
kann das Poly-(1,4-a-D-glucan) unter Verwendung von Polysaccharidsynthasen, 
Starkesynthasen, Glycoltransferasen, 1,4-ot-D-Glucantransferasen, Glycogen- 
synthasen oder Phosphorylasen mittels eines biokatalytischen Prozesses herge- 
stellt werden. 

Die Patentanmeldung DE-A-197 37 481 beschreibt die Herstellung von spharischen 
Mikropartikeln aus linearen wasserunloslichen Polysaccharide^ sowie deren 
Moiekuiargewichte and Durchrr.esser. Auf die oben genannte Anmeldung wird hier 
Bezug genommen. 

Die Herstellung der spharischen Mikropartikel erfolgt durch Losen des wasser- 
unloslichen, linearen Polysaccharids, insbesondere des Poly-(1,4-a-D-glucans), in 
einem Losungsmittel, besonders bevorzugt in DMSO, Einbringen der Losung in ein 
Fallungsmittel, bevorzugt Wasser, Kuhlen des dabei entstehenden Gemisches auf 
vorzugsweise 10°C bis -10°C und Abtrennen der gebildeten Mikropartikel. 
Durch Mitverwendung geeigneter Zusatzstoffe lafit sich auf die Eigenschaften der 
Partikel wie GroBe, Struktur der OberflSche, Porositat usw. sowie auf die ProzeB- 
fuhrung EinfluS nehmen. Geeignete Zusatzstoffe sind beispielsweise oberflachen- 
aktive Stoffe wie Natriumdodecylsulfat oder N-Methylglucanoamid, Zucker, z.B. 
Fructose, Saccharose, Glucose. 

Eigenschafen der spharischen Mikropartikel 

Die Molekulargewichte M w der erfindungsgemaB verwendeten linearen Polysac- 
charide konnen in einem weiten Bereich von 10 3 g/mol bis 10 7 g/mol variieren. Fur 
das vorzugsweise verwendete lineare Polysaccharid Poly-(1,4-<x-D-glucan) werden 
bevorzugt Molekulargewichte M w im Bereich von 10 4 g/mol bis 10 s g/mol, insbeson- 
dere 2 x 10 4 g/mol bis 5 x 10 4 g/mol verwendet. Das Molekulargewicht M w be- 
schreibt das Gewichtsmittel des Molekulargewichts und wird mittels Gel-Per- 
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meations-Chromatographie im Vergleich zu einer Eichung mit Pullulanstandards 
ermittelt. 

Die Partikel k6nnen mittlere Durchmesser (Zahlenmittelwert) aufweisen wie 1 nm bis 
100 Mm, bevorzugt 100 nm bis 10 pm, besonders bevorzugt 1 pm bis 5 pm. Die Ver- 
teilung der Durchmesser zeichnet sich durch eine hohe Einheitlichkeit aus. 

Die Mikropartikel aus Poly-(1 ,4-ct-D-glucan) zeichnen sich durch eine spezifische 
OberflSche von 1 m 2 /g bis 100 m 2 /g, besonders bevorzugt 3 m 2 /g bis 10 m 2 /g aus. 

Versuche zur Stabilitat der Mikropartikel in verschiedenen Losungsmitteln zeigen, 
daft eine grofte Vielfatt an Losungsmitteln fur den Einsatz in dem erfindungsge- 
maften Chromatographieverfahren geeignet sind. Als Losungsmittel, in Funktion des 
Elutionsmittels, werden z.B. n-Hexan, Dichlormethan, Tetrahydrofuran, 1,4-Dioxan, 
Ethanol, Aceton, Acetonnitril, Methanol, n-Heptan und Wasser verwendet. 

Chromatographieverfahren 

Im Chromatographieverfahren werden erfindungsgemaft Mikropartikel aus linearen 
Polysaccharide^ besonders bevorzugt Poly-(1 ,4-a-D-glucan), insbesondere in 
einem Losungsmittel, z.B. n-Heptan, aufgeschiammt. mittels eines Ultraturrax aufge- 
wirbelt und im Ultraschallbad entgast Die Supension wird in eine Saule gefullt und 
durch standiges Klopfen an der Saule, standiges SchOtteln in Kombination mit kurz- 
zeitiger Behandlung im Ultraschallbad gleichmSBig und dicht gepackt, so daft totvo- 
lumenarme Packungen entstehen. Die Trennungen werden in einer dem Stand der 
Technik entsprechenden Chromatographie-Anlage fur die HPLC durchgefOhrt. Da- 
bei betragt die Probenkonzentration 2,0 bis 0,025 mg/l Losungsmittel, besonders 
bevorzugt 0,25 bis 0,05 mg/l Losungsmittel. Die Elutionsgeschwindigkeit betragt 2,0 
bis 0,25 ml/min, bevorzugt 1,0 bis 0,4 ml/min, besonders bevorzugt 0,5 ml/min. 
Diese Angaben kiinnen in Abhangigkeit von dem verwendeten Losungsmittel vari- 
ieren. Die verwendeten Drucke sind stark von der Polaritat des Losungsmittels ab- 
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hangig. Sie liegen i.a. in einem Bereich zwischen 30 bar und 200 bar. Es wurden 
beispielsweise die folgenden Drucke gemessen: 138 bis 159 bar fur Acetonitril, etwa 
1 00 bar fOr Essigester, etwa 62 bar fOr t-Butyl-methyl-ether und 54 bis 70 bar fOr n- 
Heptan. Es kann ein innerer Standard, z.B. 1,3,5-Tri-tert-butylbenzol, verwendet 
werden. 

Beschreibung der Figuren: 

Fig. 1: Rasterelektronenmikroskopaufnahme (siehe Beispiel 4) der verwendeten 

spharischen Mikropartikel in 5000x VergrOBerung. 
Fig. 2: Rasterelektronenmikroskopaufnahme (siehe Beispiel 4) der verwendeten 

spharischen Mikropartikel in 10000x VergroSerung. 
Fig. 3: Rasterelektronenmikroskopaufnahme (siehe Beispiel 4) der verwendeten 

spharischen Mikropartikel in 15000x VergrdGerung. 
Fig. 4: Rasterelektronenmikroskopaufnahme (siehe Beispiel 4) der verwendeten 

spharischen Mikropartikel in 20000x VergroBerung. 
Fig. 5: Agarosegel (Detektion mit Ethidiumbromid 0,5 pg/ml bei 256 nm) gemaB 

Beispiel 12, beachte Legende. 
Fig. 6: Agarosegel (Detektion mit Ethidiumbromid 0,5 pg/ml bei 256 nm) gemaB 

Beispiel 12, beachte Legende. 

Die nachfolgenden Beispiele erlautern die Erfindung naher, ohne die Erfindung auf 
diese Beispiele einzuschranken. 
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Beispiele: 
Beispiel 1 

In-vitro-Produktion eines linearen wasserunldslichen Polysaccharids in einem bio- 
katalytischen ProzeS am Beispiel des Poly-(1 ,4-a-D-glucans) mit Amylosucrase 

In ein sterilisiertes (Dampfsterilisation) 15 I GefaS werden 10 I einer 20 %igen 
Saccharose Losung gegeben. Der Enzymextrakt, Amylosucrase enthaltend, wird in 
einer Portion zugegeben. Die Enzymaktivitat betragt in diesem Experiment 20 units 
(1 unit = 1 pmol Saccharose x min 1 x mg Enzym). Die Apparatur wird mit einem 
ebenfails sterilisierten KPG-Ruhrer versehen. Das GefaU wird verschlossen, bei 
37°C aufbewahrt und geruhrt. Bereits nach einer Zeit von wenigen Stunden bildet 
sich ein weiGer Niederschlag. Die Reaktion wird nach einer Zeitdauer von 96 Stun- 
den beendet Der Niederschlag wird abfiltriert und zur Abtrennung niedermole- 
kularer Zucker mehrfach mit Wasser gewaschen. Der im Filter verbleibende Ruck- 
stand wird bei 40°C im Trockenschrank unter Anlegung eines Vakuums mit Hilfe 
einer Membranpumpe (Firma Vacuubrand GmbH & Co M CVC 2) getrocknet. Die 
Masse betragt 651 g (Ausbeute 65%). 

Beispiel 2 

Bestimmung des Molekulargewichts des mit Amylosucrase synthetisierten 
wasserunieslichen Poly-(1 ,4-a-D-glucans) aus Beispiel 1 

Es werden 2 mg des Poly-(1 ,4-a-D-glucans) aus Beispiel 1 bei Raumtemperatur in 
Dimethylsulfoxid (DMSO, p.a. von Riedel-de-Haen) geliist und filtriert (2 Filter). 
Ein Teil der LOsung wird in eine Gel-Permeations-Chromatographie Saule injiziert. 
Als Elutionsmittel wird DMSO verwendet. Die Signalintensitat wird mittels eines Rl- 
Detektors gemessen und gegen Pullulanstandards (Firma Polymer Standard 
Systems) ausgewertet. Die FluBrate betragt 1.0 ml pro Minute. 
Die Messung ergibt ein Zahlenmittel des Molekulargewichts (M n ) von 7.000 g/mol 
und ein Gewichtsmittel des Molekulargewichts (M w ) von 34.000 g/mol. 
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Beispiel 3 

Herstellung von Mikropartikeln aus Poly-(1,4-a-D-glucan) 

a) 400 g Poiy-(1,4-a-D-glucan) werden in 2 i Dimethylsulfoxid (DMSO, p,a. von 
Riedel-de-Haen) bei 60°C innerhalb von 1,5 h gelost. Dann wird eine Stunde bei 
Raumtemperatur gerOhrt. Die Losung wird in 20 I bidestilliertem Wasser unter 
Ruhren durch einen Tropftrichter uber einen Zeitraum von 2 h hinzugegeben. Der 
Ansatz wird fur 44 h bei 4°C gelagert. Es bildet sich eine feine Suspension aus. 
Die Partikel werden abgetrennt, indem zunachst der Oberstand abdekantiert wird. 
Der Bodensatz wird aufgeschlammt und in kleinen Portionen zentrifugiert 
(Ultrazentrifuge RC5C: je 5 Minuten bei 5000 Umdrehungen pro Minute). Der 
feste Ruckstand wird insgesamt drei Mai mit bidestilliertem Wasser 
aufgeschlammt und erneut zentrifugiert. Die Feststoffe werden gesammelt und 
die Suspension von ca. 1000 ml gefriergetrocknet (Christ Delta 1-24 KD). Es 
werden 283 g wei&er Feststoff isoliert (Ausbeute 71 %). 

b) Die gesammelten Gberstande werden bei einer Temperatur von 18°C uber Nacht 
verwahrt. Die Aufarbeitung erfolgt wie beschrieben. Es werden weitere 55 g des 
weiBen Feststoffs isoliert (Ausbeute 14 %). 

Die Gesamtausbeute dieses Prozesses betragt somit 85 %. 

Beispiel 4 

Untersuchungen der Mikropartikel aus dem Beispiel 3 mittels Elektronenmikroskopie 

Zur Charakterisierung der Partikel werden Rasterelektronenmikroskopaufnahmen 
(REM) (Camscan S-4) durchgefuhrt. Die Figuren 1 bis 4 zeigen Aufnahmen der 
Partikel, die verdeutlichen, daS es sich um sphSrische, sehr einheitliche Partikel 
hinsichtlich der Form, GrofJe und Oberfiachenrauheit handelt 
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Beispiel 5 

Untersuchungen der Gr6Benverteilungen der Partikel aus Beispiel 3 

Zur Charakterisierung der Gr6Genverteilung der Partikel aus den Beispielen 3 
wurden Untersuchungen mit einem Mastersizer durchgefuhrt (Fa, Malvern 
Insturments). Die Untersuchung erfolgte im Fraunhofer Modus (Auswertung: 
multimodal, Anzahl) unter Annahme einer Dichte von 1,080 g/cm 3 und einer 
Volumenkonzentration im Bereich von 0,012 % bis 0,014 %. 



12/13/2002, EAST Version: 1.03.0007 



WO 99/38594 PCT/EP99/00473 

17 

Tabellel: 

Charakterisierung der Partikeldurchmesser aus den Beispielen 3 

Beispiele Durchmesser Partikelverteilung 
1 

No. dn* 2 Dw" 2 dw/dn 3 d(10%)* 4 D (50 %)' 5 d (90 %)* 6 

(pm) (pm) (pm) (pm) (pm) 

3a 1,664 4,184 2,541 0,873 1,504 2,624 

3b 0,945 2,345 2,481 0,587 0,871 1,399 



dn: Zahlenmittelwert des Durchmessers 
dw: Gewichtsmittelwert des Durchmessers 
dw / dn:ispersitat der Partikeldurchmesser 

d (10 %): 10 % aller Partikel haben einen kleineren Durchmesser als der 
angegebene Wert 

d (50 %): 50 % aller Partikel haben einen kleineren Durchmesser als der 
angegebene Wert 

d (90 %): 90 % aller Partikel haben einen kleineren Durchmesser als der 
angegebene Wert 



Beispiel 6 

Bestimmung der spezifischen Oberflache von Poly-(1,4-ct-D-glucan) 
(Vergleichsbeispiel) und Mikropartikeln aus Poly-(1,4-a-D-glucan) und 
Kartoffelstarke (Vergleichsbeispiel) 

Die Messungen der spezifischen Oberflache werden mit einem Sorptomatic 1990 
(Fa. Fisons Instruments) hergestellt. Zur Auswertung wird die 'default method 
sorptomatic'- Methode angewendet. Fur die Untersuchung werden die Proben bei 
80°C im Vakuum (Membranpumpe der Firma Vacuubrand GmbH & Co., CVC 2) 
Qber Nacht getrocknet Die Kartoffelstarke und das direkt aus der Biotransformation 
gewonnene Poly-(1,4-a-D-glucan) werden zuvor gemahlen, so daS die Masse der 
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Partikel im Bereich kleiner 200 Mikrometer liegt. Hierzu wird eine handelsubliche 
MQhle verwendet (Fa. Waring®). 

Tabelle 2: 

Charakterisierung der spezifischen OberflSche der Mikropartikel aus Poly-(1 t 4-a-D- 
glucan) (siehe Beispiel 3) 



Beispiel No. 

1 

3 



Substanz 

Poly-(1,4-a-D-glucan) 

Mikropartikel aus 
Poly-(1,4-a-D-glucan) 
Kartoffelstarke 
(Toffena, Fa. Sudstarke) 



Spezifische Oberflache 
m 2 /g 
2,243 

4,527 

1,280 



Beispiel 7 

Versuche zur Stabilitat der Mikropartikel in verschiedenen Losungsmitteln zur 
Bestimmung der verwendbaren Losungsmittel 



Zur Austestung der Eignung verschiedener Losungsmittel in der 
chromatographischen Anwendung mit Mikropartikeln aus Poly-(1,4-a-D-glucan) wird 
wie folgt verfahren: 100 mg der Partikel aus Beispiel 3 werden in einem 
Rollrandglaschen mit jeweils 3 ml des Losungsmittels Qberschichtet. Die 
Beobachtungszeit betragt 24 Stunden. In stundenweisen Abstanden werden die 
Partikel nach Veranderungen untersucht. Zu diesem Zweck wird das 
ReaktionsgefaS geschwenkt. 

Die Ergebnisse zeigen, dali eine hohe Vielfalt an Losungsmitteln fur die hier 
beschriebene chromatographische Verwendung zum Einsatz kommen kann. 
AuszuschlieBen sind nur Toluol, Essigester und Dimethylsulfoxid. Im 
nichtaufgefQhrten Einzelfall mufi das Losungsmittel zunachst auf seine 
Verwendbarkeit hin QberprQft werden. Die Ergebnisse der Versuche sind in Tabelle 
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3 festgehalten. Dabei wurden die Dielektrizitatskonstanten, sowie das Dipolmoment 
und/oder der Polaritatsindex nach Snyder angegeben, um einen Anhaltspunkt fOr 
die Polaritat des Losungsmittels zu geben. 



Tabelle 3: 

Ergebnisse der Untersuchungen zur Stabilitat von Mikropartikeln aus Poly-(1,4-a-D- 
glucan) (siehe Beispiel 3) in verschiedenen Losungsmitteln 



I oei mncmitfol 
LUoUi lybil IILlcl 


LslGlel\UIZIlalS- 


DipOl- 


roiantats- 


Beobachtung 




r\unsianiB it) 


rnomeni u 


index 


(nach 24 h) 


n-Hexan 


A QOCC 

i ,oobo 




0,0 


keine Veranderung 


n-Heptan 


1 .bZUS 




0,0 


keine Veranderung 


I OlUOl 


2,379 


0,375 


2,3 


Transparent leicht 










gequoilenes Material, 










trQber Oberstand 


Essigester 


6,0814 


1,78 




Partikel verkleben, 










trtiber Oberstand 


Dichlormethan 


8,93 


1,60 


3,4 


keine Veranderung 


Tetrahydrofuran 


7.2 


1,75 


4 ' 2 


keine Veranderung 


1 ,4-Dioxan 


2,2189 




4,8 


keine Veranderung 


Ethanol 


25,3 


1,69 


5,2 


keine Veranderung 


Aceton 


21,01 


2,88 


5,4 


keine Veranderung 


Acetonitril 


36,64 


3,924 


6,2 


keine Veranderung 


Methanol 


33,0 


1,7 


6,6 


keine Veranderung 


Dimethylformamid 


38,25 


3,82 




keine Veranderung 


Dimethylsulfoxid 


47,24 


3,96 




gelost 


Wasser 


80,100 


1,854 


9,0 


keine Veranderung 



Dielektitzitatskonstante nach ..Handbook of Chemistry and Physics, 77 th 
Edition" 

* 2 Dipolmoment nach .Handbook of Chemistry and Physics, 77 th Edition" 
' 3 Polaritatsindex nach Snyder aus: Merck, ChromBook 
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Beispiel 8 

FQIIen einer Chromatographiesaule mit Mikropartikeln aus Beispiel 3a 

5 g der Partikel aus Beispiel 3a werden in ca. 60 ml Heptan aufgeschlammt. Mittels 
eines Ultraturrax (Fa. Ika) wird die Suspension kurz aufgewirbelt und anschlieSend 
in einem Ultraschallbad (Sonorex Super RK510H) entgast. Die Suspension wird 
dann unter MaximalfluS in eine Saule mit den Ma&en 125 mm Lange und 4 mm 
Durchmesser (Hibar® FertigsSule der Firma Merck AG) gefiillt. Standiges Klopfen 
an der Saule, bzw. standiges Schutteln der Saule in Kombination mit kurzzeitiger, 
e^a einminutiger Behandlung im Ultraschallbad gewahrleistet eine dichte und 
gleichmaBige Packung des Trennmaterials, so daS totvolumenarme Packungen 
entstehen. 

Beispiel 9 

Trennung von Indol und 2-Methylindol in Heptan 

Die Trennungen werden in einer Chromatographie-Anlage Lichograph® der Firma 
Merck durchgefuhrt. Die einzelnen Bauteile sind; eine Gradentienpumpe L 6200 A, 
ein UV-Detektor L-400 (Messung bei 254 nm), ein Chromato-lntegrator D-2500 und 
eine TrennsSule Hibar® Fertigsaule RT-125-4. Die Probenkonzentration betragt 
idealerweise 0,05 bis 0,1 mg/ml LOsungsmittel. Als innerer Standard kann 1,3,5-Tri- 
tert.-butylbenzol (Fa. Fluka) verwendet werden. 

Die Chromatographiesaule ist mit n-Heptan (Aldrich zur HPLC) vorbereitet. Die 
Anlage wird mit n-Heptan gefahren. Die Elutionsgeschwindigkeit betragt 0,5 ml/min. 
Der Druck betragt 54 bar. Die zu trennenden Substanzen sind: Indol und 2- 
Methyllindol. 



12/13/2002, EAST Version: 1.03.0007 



- WO 99/38594 PCT/EP99/00473 

21 

Tabelle4 

Ergebnisse derTrennung von Indol und 2-Methyllindol in Heptan 

Substanz Reaktionzeit 

(min) 

1 ,3,5-Tri-tert-butylbenzol 1 ,86 

(Standard) 

Indol 9,12 
Indol / 2-Methyllindol 8,98 / 7,37 

2-Methylindol 7,20 

Beispiel 10 

Trennung von Indol und 2-Naphthol in Heptan 

Der Versuch wird wie in Beispiel 10 beschrieben durchgefQhrt. 

Tabelle 5: 

Ergebnisse derTrennung von 2-Naphthol und Indol in Heptan 

Substanz Retentionszeit (min) 

2-Naphthol 2,24 
2-Naphthol / Indol 1,92/9,16 
Indol 9,12 

Beispiel 1 1 

Trennung eines Enantiomerengemisches: racemisches 1-(2-Naphthyl)-ethanol 

Der Versuch wird analog zu Beispiel 10 durchgefQhrt. In diesem Beispiel liegt der 
Druck bei ca. 70 bar. Die Konzentration der Proben betrSgt 0,25 mg/ml 
LiJsungsmittel. 
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Tabelle 6: 

Ergebnisse der Trennung von racemischem 1-(2-Naphthyl)-ethanol in Heptan 

Substanz Retentionszeit (min) 

1 , 3,5-Tri-tert.-butylbenzol 1 ,89 

(Standard) 

S-(-)-1-(2-Naphthyl)-ethanol 32,03 
1,3,5-Tri-tert-butylbenzol 1,87 
(Standard) 

R-(+)-1 -(2-Napthy!)-ethanol 36,30 
Beispiel 12 

Abtrennung Oder Ruckhaltung von Stoffen, Verwendung des erfindungsgemaSen 
Trennmaterials als Filtermittel 

Einwegzentrifugenfilter (Firma Schleicher & Schull, z.B. Centrix, Katalognummer 
467012 (April 1996): „Filter 1" in Fig.5 und 6) werden unter Einsatz von 580 mg der 
hergestellten Mikropartikel gemaB Beispiel 3 als Filtermaterial oder Adsorbens mit 3 
ml einer Puffer 1 (siehe unten) Losung equilibriert. (ggf. Zentrifuge (2000 U/min)). 
AnschlieBend werden 2ml einer wassrigen DNA-Plasmidlosung (verwendetes 
Plasmid: pBluescript II SK) mit der Konzentration 50 ug/ml auf den Filter gegeben 
(ggf. Zentrifuge (5min bei 2000 U/min)). Es erfolgt ein Referenzlauf mit (.Filter 2" in 
Fig. 5 und 6) Qiagen® Midiprap (Hilden, Deitschland) und ein weiterer Referenzlauf 
mit Qiagen® Midiprap - Kartuschen ohne Qiagen® Filtermittel, welche mit dem 
Trennmaterial bestuckt wurden. 

Jeweils 5 ul Eluat, wird mitetwa 1/10 der Konzentration mit Anfarbereagenz 
(Marker) versehen und auf eine Agarosegelplatte (60% Saccharose, 20 mM EDTA, 
0,025 % Bromphenolblau) aufgetragen mit anschlie&ender Gelelektrophorese 
(Firma Biorad, Power Supply, Model 1 100/200). Als Referenz zur Abschatzung und 
Einordnung detektierter Plasmide wird ein Marker (MG 5.000) in Spur 1 und die 
verwendete DNA-PlasmidlQsung als Referenz aufgetragen. Fig. 5 zeigt, dad am 
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erfindungsgemaSen Trennmaterial (hier Filtermittel) die Proben - DNA 
zurtickgehalten wurde. 

AnschlieSend werden 5ml eines zweiten Puffers (Puffer 2) auf die Saule (Filter) zum 
Eluieren gegeben und schnell durch Zentrifugation aufgearbeitet (5min bei 2000 
U/min). 

Die Eluate (Referenzen wie vorgenannt) werden auf eine Agarosegelplatte (60% 
Saccharose, 20 mM EDTA, 0,025 % Bromphenolblau) aufgetragen und 
anschlieSend eine Gelelektrophorese (Firma Biorad, Power Supply, Modell 100/200) 
durchgeffihrt (siehe Fig, 6). A!s Vergleich wurde ein Marker (MG 5.000) (Spur 1) und 
die DNA-Plasmidlosung (Spur 7) aufgetragen. 

Fig. 6 zeigt, dalS sich bei der Verwendung des erfmdungsgemaSen Trennmaterials 
die eingesetzte Plasmid DNA wieder von der Saule eluiert wird. Der Vergleich mit 
kommerziell erhaltlichen Filtermitteln zeigt die Gute des Filterprozesses, der 
mindestens die gleiche Qualtiat aufweist. 

Pufferbeschreibung : 

Puffer 1: 750 mM NaCI 

50 mM MOPS (3-[N-morpholino]propanesulfonic acid, pKa 7.2) 
15% Isopropanol 
0,15% Triton® X-1 00 

Puffer 2: 1 t 25M NaCI 

50 mM Tris, Tris*Clm, Ph 8,5 
15% Isopropanol 
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Fig 5: 

Von links nach rechts: 

Spur 1 : Marker (Boehringer Mannheim DNA Molecular Weight Marker X) 

Spur 2: Filter 2 ohne Trennmateriai (Blindreferenz) 

Spur 3: Filter 2 gefflllt mit erfindungsgemaBen Trennmateriai 

Spur 4: Filter 1 : Kartusche Qiagen® mit erfindungsgemaBen Trennmateriai 

Spur 5: Filter 1 : Qiagen® Midiprap (Hilden, Deutschland) Referenz 

Spur 6: Filter 2 mit Trennmateriai 

Spur 7: reine DIMA-Plasmidldsung (handelsQbliches Plasmid pBluescript II SK) 
Fig. 6 

Von links nach rechts: 

Spur 1 : Marker (Boehringer Mannheim DNA Molecular Weight Marker X) 

Spur 2: Filter 2 ohne Trennmateriai (Blindreferenz) 

Spur 3: Filter 2 gefullt mit erfindungsgemaBen Trennmateriai 

Spur 4: Filter 1 : Kartusche Qiagen® mit erfindungsgemaBen Trennmateriai 

Spur 5: Filter 1 : Qiagen® Midiprap (Hilden, Deutschland) Referenz 

Spur 6: Filter 2 mit Trennmateriai 

Spur 7: reine DNA-Plasmidlfisung (handelsQbliches Plasmid pBluescript II SK) 
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1 . Verfahren zur chromatographischen Trennung von Stoffgemischen unter 
Einsatz von spharischen Mikropartikeln aus chemisch und physikalisch 
unmodifizierten, wasserunloslichen, linearen Polysacchariden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Trennungen 
saulenchromatographisch durchgefuhrt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Trennungen mit 
Hilfe von HPLC (Hochleistungs- (oder) Hochdruckflussigkeitschromatographie) 
durchgefdhrt werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Trennungen 
dunnschichtchromatographisch durchgefuhrt werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Trennung mit 
Hilfe der Gel-Permeations-Chromatographie durchgefuhrt werden. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Stoffgemische Stereoisomere sind. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Stoffgemische 
Enantiomere sind. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Mikropartikel einen Durchmesser von 10 nm bis 100 pm aufweisen. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Mikropartikel 
einen Durchmesser von 1 pm bis 5 pm aufweisen. 
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10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
ais Polysaccharide PoIy-(1,4-ct-D-gIucane) eingesetzt werden. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafi 
Polysaccharide eingesetzt werden, die durch einen biotechnischen ProzeS 
herstellbar sind. 



12. Verwendung von spharischen Mikropartikeln aus linearen, wasserunlosiichen 
Polysacchariden zur chromatographischen Trennung von Stoffgemischen. 

13. Verwendung von spharischen Mikropartikeln aus linearen wasserunlosiichen 
Polysacchariden als Adsorbens oder Filtermittel. 



14. Trennmaterial enthaltend spharischen Mikropartikeln aus chemisch und 

physikalisch unmodifizierten, wasserunlosiichen, linearen Polysacchariden und 
ggf. Hilf-, Zusatz- und/oder Tragerstoffe, 



15. Trennmaterial nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die 

Mikropartikel eine spezifische Oberflache von 3 m 2 /g bis 10 m7g besitzen. 



16. Filtermittel und / oder Adsorbens enthaltend spharischen Mikropartikeln aus 
chemisch und physikalisch unmodifizierten, wasserunlosiichen, linearen 
Polysacchariden und ggf. Hilf-, Zusatz- und/oder Tragerstoffe. 

17. Verwendung des Trennmaterials nach einem der Anspruche 1 bis 16 zur 
Abtrennung und gegebenenfalls Reinigung und Isolierung von biologischem 
Material aus Flussigkeiten. 



18. Verwendung nach Anspruch 17, worin das biologische Material eine 
Nukleinsaure ist. 
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